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Ein Hauttest auf Humaapapillomavirus Typ I6 



Die Erfindung betrifft einen Hauttest auf Human- 
Papillomavirus (HPV) Typ 16. 

Der HPVI6 ist ein Typ des Human-Papillomavirus, der 
erstmals in Proc. Acad. Sci., USA 80, 3813-1815 (1983) 
beschrieben wurde. 

Die DNA-Sequenz und die' Genomorganisation von HPVI6 
wurden in Virology 145, 181-185 (1985) verof fentlicht . 

HPV16 ist nicht nur eng nit benignen Lasionen des 
Anogenital-Traktes verbunden, sondern auch mit malignen 
Karzanonen des Cervix uteri, des Penis und der Vulva 
AuBerdem kann HPVI6 auch in Genitalabstrichen von kli- 
nisch asymptomatischen Persorien gefunden werden. uber 
die immunantwort auf Infektionen durch HPV16 und Pa- 
pillona-Viren im allgeneinen ist wenig bekannt. 

Einige seroaktive Epitope in den Proteinen E4 E6 E7 
und LI von HPV wurden von Miiller, M. (1990), j. ctn' " 
Virol. 71, 2709-2717, dargelegt. 

Zur Zeit stehen jedoch keine wirksamen Screening-Tests 
fur aktive und latente Human-Papillomavirusinfektionen 
mxt hohen. Risiko zur Verftigung. Die klassischen Intra- 
kutan-Tests mit viralen Fusionsproteinen wurden fur 
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diesen Zweck bislang noch nicht angewandt. Diese Tests 
konnten es ermoglichen, zellvermittelte ixniaunantworten 
(Schreier A. A. et al. Prospects for Human Papilloma- 
virus vaccines and Immuntherapies . J. Natl. Cancer Inst. 
1988 80, 896-899) in vivo gegen Virusproteine festzu- 
stellen, und somit Einblicke in die Epidemiologxe und 
den Verlauf von HPV-Inf ektionen geben. 

ES wurde iiberraschenderweise gefunden, dali bei einem 
Hauttest positive Reaktionen auf Protein LI von HPV 16, 
nicht jedoch auf Protein E4 von HPV16 beobachtet wurden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher: 

1 Diagnose-Kit zum Nachweis von Human-PapiHomavirus- 
inf ektionen, das eine wirksame Menge des Proteins Ll 
des Human-Papillomavirus 16 oder immunologxscher 
Telle desselben enthalt. 

2 Diagnose-Kit zum Nachweis von Human-Papillomavirus- 
infektionen bei Patienten mit cervikaler intraepi- 
thelialer Neoplasia, das eine wirksame Menge des 
proteins Ll des Human-Papillomavirus 16 oder immuno- 

25 logischer Teile desselben enthalt. 

urn einen Diagnose-Kit zu entwickeln und einen spezifi- 
schen Hauttest durchzuf vihren , wurden die offenen Lese- 
raster E4 und Ll von HPV16 (Seedorf et al. (1987), EMBO 

30 J., 6, 139-144), insbesondere der N-terminale Texl 

Ll/1/2 und der C-terminale Teil Ll/23/2 kloniert und 
exprimiert, und die entsprechenden Proteine von E4 , Ll 
Oder Teile derselben wurden unter Anwendung allgemeiner 
Rekombinantionstechniken, geeigneter Express ionsvektoren 

35 und einschlagig bekannter Reinigungsmethoden isoliert. 
Auf die gleiche Weise wurden Kontrollproteine von der 
Wirtszelle gewonnen, die den Expressionsvektor ohne 
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Beispiel 

Die offenen Leseraster E4 und LI von HPV16 (N-terminaler 
Teil = Ll/1/2, C-terminaler Teil = Ll/23/2) wurden in 
pEX-Vektoren kloniert, in E. coli C600/537 als 
MS2-Polymerase-Fusionsproteine exprimiert (Jochmus- 
5 Kudielka, I,, Gissmann, L. (1990): Expression of human 
papillomavirus type 16 proteins in Escherichia coli and 
their use as antigens in serological tests. In: 
Recombinant systems in protein expression. Alitalo, 
K.K., Hutala, M.L., Knowlers, J., Vaheri, A., eds. 

10 Amsterdam: Elsevier Science Publishers B.V. 87-93) , die 
Express ionsprodukte mit 7M-Harnstoff extrahiert und 
durch Gelextraktion gereinigt. Die Proteinlosungen 
(Proteingehalt etwa 300 /ig/ml) wurden sterilisiert und 
in Aliquoten gelagert. Kontrollproteine wurden auf die 

15 gleiche Weise aus Extrakten von Bakterien, die den 
pEX-Expressionsvektor ohne Virus-Insert enthielten, 
gewonnen. Nach der Einholung der Genehmigung des 6rt- 
lichen Ethikkomitees wurden Hauttests an Freiwilligen 
dur chge f uhrt . 

20 

Das Testverfahren umfaBte die intrakutane Injektion von 
0,03 ml jeder Proteinlosung zusammen mit Injektionen von 
Kontrollosungen und Priifung von sogenannten recall- 
Antigenen (Merieux-Multitest ) . Die Tests wurden durch- 
25 gefiihrt an: 

a) sieben Patientinnen mit cervikalen intraepithelialen 
Neoplasien (CIN) von mindestens einjahriger Dauer und 
positiver Filterhybridisierung fiir HPV16/18 - eine 
30 Patientin war auch bei Polymerase-Kettenreaktion 

(PGR) HPVie-'positiv - doch negativ fiir 6/11/31/3 3/3 5 
(ViraTypeR, GIBCO/BRL) ; und 
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b) zehn Kontrollpersonen, die keine klinischen Zeichen 
fiir genitoanale Warzen aufwiesen und auch in der 
Krankengeschichte keine gehabt hatten (vier mannliche 
Arzte und sechs Frauen; letztere hatten keine cervi- 
kalen zytologischen Anomalien, fur alle obengenannten 
HPV negative Hybridisierungstests und waren auBerdem 
HPV16-negativ bei PGR) . 

Positive Hautteststellen wurden an den Tagen 2, 3, 1 
Oder 8 Biopsien und routinemaBigen histopathologischen, 
immunchemischen und Iitununf luoreszens-Untersuchungen 
unterzogen. Blutproben wurden den Freiwilligen unmit- 
telbar vor den Injektionen entnommen und fiir 
serologische Assays verwendet. 

Bei alien getesteten Personen lagen die Reaktionen auf 
den Merieux-Multitest im Nonnalbereich. Keine der 
Kontrollpersonen reagiarte auf HPV16-Fusionsprotein. 
Fiinf der sieben Patientinnen roit CIN zeigten dagegen 
deutlich positive Reaktionen auf Ll/23/2 (p = 0,0034, 
Fisher exact test (Armitage, P., Statistical methods in 
medical research, Blackwell, Oxford 1971), zweiseitige 
Wahrscheinlichkeit) . Drei dieser Patientinnen und eine 
weitere Patientin reagierten auf Ll/1/2 (p = 0,0147), 
und eine Patientin reagierte auf keines der Protein- 
fragmente. Es wurde keine Reaktivitat auf E4 oder die 
Kontrollproteine f estgestellt . 

Bei fiinf der neun positiven Reaktionen zeigte sich ein 
zweiphasiger Verlauf mit einer friihen sowie einer spaten 
Reaktion. Die friihen Reaktionen (hautfarbige Quaddeln 
von bis zu 5 mm Durchmesser) traten 2 4 Stunden nach 
Injektion auf, erreichten nach einer Woche ihre maximale 
GroSe und dauerten iiber 3 Wochen an. Bei einem Patienten 
wurde eine Titration von Ll/l/2-Antigen durchgef iihrt und 
ergab erkennbare positive (spate) Reaktionen bis zu 
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einer Verdiinnung von 1:100 der Proteinzubereitung ( = 
0,01 /ig Fusionsprotein) . Die Histopathologie der Biop- 
sien der Fruhreaktionen zeigte eine Arthus-artige 
Reaktion mit neutrophiler Vaskulitis und vaskularen 
5 IgM-und C3-Ablagerungen, Die Biopsien von Spatreaktionen 
zeigten dichte Lymphozyteninf iltrate, die der Tuberku- 
linreaktion ahnelten (Kuramoto, Y. & Tagami, H., Histo- 
pathologic pattern analysis of human intracutaneus 
tuberculin reaction. Am. J. Dennatopathol . 1989, 11, 

10 329-337) und an das Infiltrat erinnerten, das bei sich 
spontan zuriickbildenden Flachwarzen beobachtet wird 
(Iwatsuki, K, et al. Plane warts under spontaneus 
regression. Arch. Dermatol. 1986, 122, 655-659) (vor- 
wiegend UCHL-l-positive Gedachtniszellen, praktisch 

15 keine natiirlichen Killerzellen, einige verstreute 
Riesenzellen) . 

Fiinf Kontrollpersooen hatten keine Anti-HPV16-E4-Anti- 
korper; bei vier von sechs CIN-Patientinnen, ein- 
20 schlie)31ich der mit negativem Hauttest, konnte dagegen 
Seroaktivitat gegen das E4 -Protein nachgewiesen werden. 
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Anspriiche: 



1. Diagnose-Kit zum Nachweis von Human-Papillomavirus- 
infektionen, das eine wirksane Menge des Proteins LI 
des Hmnan-Papillomavirus 16 oder immunologischer 
Telle desselben entihalt. 

2 . Diagnose-Kit zum Nachweis von Human-Papillomavirus- 
infektionen bei Patienten init cervikaler intraepi- 
thelialer Neoplasia, das eine wirksame Menge des 
Proteins LI des Human-Papilloma virus 16 oder inuauno- 
logischer Telle desselben enthalt. 




